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O Brasil é um país eminentemente agrícola, tendo esse setor um
forte impacto na sustentabilidade ambiental e sócio-econômica nacional. Em 2007
foram produzidas 42.000.000 toneladas de milho no território brasileiro. Apesar dos
elevados patamares de produção agrícola, recentemente alcançados, a produtividade
desta cultura encontra-se aquém do potencial genético dos materiais disponíveis,
podendo ser incrementada para atender às diferentes demandas dos produtores rurais.
Dentre os fatores que contribuem para a baixa produtividade do milho, destaca-se a
toxidez causada pelo alumínio (Al+3). Os rendimentos agrícolas são substancialmente
reduzidos pela toxicidade de Al+3em solos ácidos, os quais representam 68% ou 250
milhões de hectares do território brasileiro e, aproximadamente 50% das terras
agricultáveis do planeta. O efeito fitotóxico do Al advém de formas monoméricas
parcialmente protonadas de Al+3 liberadas na solução desses solos a partir de compostos
como Al(OH)3 e silicatos de Al (Martin, 1992). O ápice da raiz é o sitio primário da
ação tóxica desse mineral e o sintoma mais visível do estresse é a inibição do
crescimento do sistema radicular (Ryan et al., 1992; Wenzl et al., 2001). Sob níveis
tóxicos de Al no solo, as raízes das plantas paralisam seu desenvolvimento e tornam-se
incapazes de explorar camadas mais profundas do solo, restringindo a absorção de
nutrientes, aumentando a susceptibilidade à seca e reduzindo a produção.
As plantas possuem diferentes mecanismos de tolerância à
presença de níveis tóxicos de Al no solo. Tais mecanismos podem ser classificados em
mecanismos de exclusão e de tolerância interna, cuja principal diferença reside no sítio
de detoxificação do alumínio, apoplasto ou simplasto, respectivamente. Dentre as
formas de detoxificação externa de Al uma das mais estudadas é a exsudação de ácidos
orgânicos pela raiz (Ma, 2000; Ryan et al., 2001; Kochian et al., 2004) ou de compostos
fenólicos (Kochian et al., 2004). No entanto, mecanismos de efluxo de fosfato (Pellet et
al., 1996), secreção de proteínas que se ligam aos íons de Al (Basu et al., 1997),
permeabilidade seletiva da membrana plasmática para reduzir a captura de Al para o
citosol (Archambault et al., 1996), controle do pH da rizosfera mediado pelas raízes
(Degenhardt et al., 1998) têm sido identificados como envolvidos na tolerância ao Al. A
detoxificação interna de alumínio tem sido pouco estudada, mas inclui os mecanismos
de captura dos íons tóxicos para o interior do vacúolo (Zheng et al., 2005) ou processos
metabólicos que quelam o Al no citosol (Kochian, 1995).
A tolerância ao alumínio tem sido amplamente estudada em
gramínea, com destaque a dois genes clonados em trigo (Sasaki et al., 2004) e em sorgo
(Magalhães et al., 2007). O gene ALMT1 codifica um transportador de malato ativado
pelo Al, conferindo tolerância ao alumínio em trigo. Delhaize et al. (2004)
demonstraram que plantas transgênicas de cevada superexpressando ALMT1
apresentaram um aumento significativo na taxa de exsudação de malato, com
conseqüente aumento da tolerância ao alumínio. O segundo gene de tolerância ao
alumínio (AltSB) foi clonado em sorgo por pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo, em
parceria com equipes internacionais, dedicados ao estudo genético, fisiológico e
molecular da tolerância ao Al em gramíneas (Magalhães et al., 2007), trata-se de um
membro da família MATE, responsável pela extrusão de múltiplas drogas e compostos
tóxicos. Este gene codifica um transportador de membrana, responsável pelo efluxo de
citrato, ativado em presença do Al+3. Plantas de Arabidopsis transformadas com o gene
AltSB apresentaram um aumento da tolerância ao alumínio e da exsudação de citrato, em
comparação com plantas não transgênicas (Magalhães et al., 2007). Tais resultados
evidenciam que esses genes podem ser utilizados, via transgenia, para aumento da
tolerância ao alumínio e conseqüente maior adaptabilidade de plantas aos solos ácidos.
O gene AltSB controlado pelo promotor da Ubiquitina de milho e
pelo terminador NOS de Agrobacterium foi introduzido no genoma do híbrido de milho
HiII via biobalística de acordo com Frame et al. (2000) e Carneiro et al (2004).
Resumidamente, na produção de milho transgênico via biobalística, embriões imaturos,
de  1,0 a 1,5 mm foram isolados em condições estéreis e cultivados durante 30 dias em
meio básico N6I (Chu et al., 1975) suplementado com 2 mg/L 2,4-D. Durante o
bombardeamento foram utilizadas micropartículas de tungstênio aceleradas através de
um aparelho movido à hélio. Um estoque de micropartículas de tungstênio foi preparado
ressuspendendo 60 mg tungstênio M10 (Sylvania, GTE Chemicals/ Towanda – USA)
em 1 ml de uma solução 50% glicerol estéril.Uma quantidade de 5 µg de DNA da
construção gênica Ubiq:: AltSB :: NOS de foi juntamente precipitados sobre 50 µl da
solução estoque de tungstênio.  As partículas de tungstênio cobertas com DNA foram
cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em 60 µl de etanol 100%.  Sete microlitros,
desta solução, foram depositados no centro dos macrocarreadores, discos (24 mm) de
membranas Kapton (Du Pont).  Tais membranas foram usadas no bombardeamento dos
tecidos de interesse utilizando 1100 psi de pressão de gás hélio e os explantes foram
posicionadas à 6 cm da plataforma de lançamento das micropartículas. Foram mantidas
constante a distância entre a câmara de gás de alta pressão e a membrana carreadora
contendo as micropartículas cobertas com DNA (8 mm), distância entre a membrana
carreadora e a tela de retenção (12 mm) e a pressão de vácuo (27 mm Hg).A seleção de
plantas transgênicas foi iniciada sete dias após bombardeamento quando os calos de
milho foram transferidos para meio básico N6S suplementados com glufosinato de
amônia, o composto ativo do herbicida Finale.  Calos foram subcultivados a cada 10
dias em dosagens crescentes de glufosinato de amônia (6 a 9 mg/L). Para a regeneração,
calos embriogênicos foram transferidos inicialmente para meio RM, suplementado com
6 mg/L glufosinato de amônia, até a maturação dos embriões. Em seguida, os embriões
maduros foram germinados em meio MS, suplementado com 3 mg;L de glufosinato de
amônia,   à 26oC em luz (16 horas). Plantas com aproximadamente 5 cm de altura foram
transferidas para solo em casa de vegetação.
Foram regeneradas 20 plantas de milho em meio contendo glufosinato
de amônia, sendo sete eventos diferentes. DNA genômico foi isolado dos sete eventos
utilizando-se o método de Saghai-Maroof et al. (1984). A presença da construção
gênica, Ubiq:: AltSB :: NOS, foi confirmada através da reação de amplificação por PCR
dos genes AltSB e bar. Um fragmento de 407 pb da região codante do gene bar foi
amplificada usando os primers específicos  BAR forward 5’AGA AAC CAC GTC ATG
CC3’ e BAR reverse 5’TGC ACC ATC GTC AAC CAC3’; um fragmento de 788 pb do
gene AltSB foi amplificado usando os primers JL57 5’GTG CTG GAT CCG ATC CTG
AT3’ e JL58 5’CAC TGC CCG AAG AAA CTT CCA3’ (Figura 1). Cada 25 µl de
reação continham tampão de PCR 10X, 2 mM de MgCl2, 100 µM de cada dNTP, 0,2
µM de cada um dos primers, 25 ng de DNA e 1 unidade de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As reações foram feitas utilizando-se um termociclador modelo 9600
(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) programado para uma desnaturação inicial de 1
minuto a 94oC, seguida de 30 ciclos de desnaturação, a 94oC, por 30 segundos,
anelamento, a 60oC, por 40 segundos e extensão, a 72oC, por 90 segundos, seguidos de
uma extensão final, a 72ºC, por 5 minutos. Os produtos de amplificação foram
separados por eletroforese a 100 volts por 2 horas, em gel de agarose 0,8 % utilizando-
se tampão TAE (90 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0). Os géis foram tratados
com brometo de etídeo (0,5 µg/ml), visualizados sob luz ultravioleta e as imagens
capturadas e estocadas em um sistema de fotodocumentação (Eagle Eye II, Stratagene).
Plantas transgênicas se encontram em casa-de-vegetação em fase de
maturação dos grãos. Estes serão futuramente testados em solução hidropônica
contendo diferentes concentrações de Al+3 para verificação da tolerância a este tipo de
estresse abiótico.
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Figura 1: Amplificação por PCR do gene AltSB dos eventos de milho contendo a
construção Ubiquitina::AltSB::NOS. Linhas (1) Marcador Molecular 1Kb Lambda; (2)
Branco da reação; (3) Milho não transgênico; (4 a 10) Eventos transgênicos; (11)
Plasmídeo usado na transformação.
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Os rendimentos agrícolas são substancialmente reduzidos pela toxicidade de
alumínio (Al+3) em solos ácidos, os quais representam 68% ou 250 milhões de hectares
do território brasileiro e, aproximadamente 50% das terras agricultáveis do planeta. O
gene ALTSB, que confere tolerância a linhagens de sorgo ao Al, foi isolado e
caracterizado por pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo, em parceria com equipes
internacionais, dedicados ao estudo genético, fisiológico e molecular da tolerância ao Al
em gramíneas. O presente trabalho tem como base a utilização deste gene para a
geração de cultivares transgênicas de milho com patamares superiores de adaptação aos
solos ácidos. O gene AltSB controlado pelo promotor da Ubiquitina de milho e pelo
terminador NOS de Agrobacterium foi introduzido no genoma do híbrido de milho HiII
via biobalística. Foram regeneradas 20 plantas de milho em meio contendo glufosinato
de amônia, sendo sete eventos diferentes. DNA genômico foi isolado dos sete eventos
gerados e, a reação de amplificação por PCR utilizando os primers específicos ALTSB
JL57 (5’GTG CTG GAT CCG ATC CTG AT3’) e ALTSB JL58 (5’CAC TGC CCG
AAG AAA CTT CCA3’) confirmou a inserção do gene ALTSB no genoma das plantas
de milho. Plantas transgênicas se encontram em casa-de-vegetação em fase de
maturação dos grãos, e sua tolerância ao Al+3 será futuramente testada.
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